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INTRODUCAO GERAL

O armazenamento de grdos € uma atividade importante na cadeia de suprimentos
agricolas. Os graos sdo colhidos e armazenados para preservar sua qualidade e garantir a
disponibilidade durante todo o ano, sendo esse procedimento de extrema importancia para 0s
agricultores, comerciantes e consumidores. Ha varios métodos de armazenamento de graos,
incluindo silos de aco, silos de concreto, sacos de tecido e barris de madeira. Cada método tem
suas proprias vantagens e desvantagens, como custo, capacidade, durabilidade e eficiéncia na
preservagao dos graos.

A contaminagdo fungica em grdos armazenados pode causar varios problemas,
incluindo a deterioracdo da qualidade (aparéncia, cor, odor, sabor e textura dos graos),
tornando-os improprios ao consumo humano ou animal; essa deterioracdo implica também na
diminuicdo da vida atil de armazenamento; perda econémica, pois a atividade fangica pode
resultar em perda de peso dos gréos, o que significa uma perda de rendimento para o agricultor.

O Aspergillus é uma das principais fontes de contaminacao de grdos armazenados, e seu
controle € importante para garantir a qualidade e a seguranca dos alimentos. Insetos podem
introduzir o fungo Aspergillus nos gréos e favorecer sua proliferacdo. O controle de insetos é,
portanto, uma medida importante para prevenir a contaminagéo por Aspergillus. O Aspergillus
flavus é um fungo que pode causar problemas graves em grdos de armazenamento, como milho,
soja e algodao. Esse fungo produz micotoxinas, substancias toxicas que podem ser perigosas
para a salde humana e animal, que afetam a qualidade dos gréaos, tornando-os improprios para
0 CONSUMO ou para a venda.

O armazenamento inadequado dos grdos, com umidade elevada e temperatura
inadequada, pode favorecer a proliferacdo do fungo e aumentar os riscos de contaminacdo por
micotoxinas. Por isso, € importante adotar medidas para prevenir a contaminacdo fingica em
gréos de armazenamento, como o controle de umidade, a inspecao regular e a remocéo de graos
contaminados. Em geral, é importante seguir boas praticas de armazenamento e manuseio de
grdos para prevenir a contaminacdo por Aspergillus e garantir a seguranga alimentar. Além
disso, é importante realizar regularmente testes de amostras de gréos para detectar a presenca
de fungos, incluindo Aspergillus. Os grdos devem ser mantidos em condig¢fes secas e bem
ventiladas pode ajudar a impedir o crescimento de Aspergillus. Ainda, algumas técnicas de
tratamento podem ser levadas em consideracdo, como o tratamento térmico e 0 uso de
fungicidas. Recentemente, uma nova estratégia versa pelo uso dos 6leos essenciais para o

controle desse grupo fungico.
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Os 6leos essenciais, substancias altamente concentradas, sdo encontradas em plantas e
podem ser usados como alternativas aos fungicidas quimicos, para o controle de fungos em
grdos de armazenamento. Estudos tém evidenciado a eficiéncia de 0leos essenciais de eucalipto,
cravo, tomilho e nim (neem) na prevencdo ou no controle de algumas doengas fangicas em
grdos, como exemplo, podem ser eficazes no controle A. flavus. No entanto, é importante
destacar que o uso deste controle biolégico no controle de patdgenos em alimentos ou graos
armazenados deve ser feito com precaucao, pois a eficacia varia com base na espécie de fungo,
tipo de gréo, concentracdo de 6leo, método de aplicacdo e outros fatores.

No entanto, é importante destacar que ainda ha uma falta de dados consistentes e
confidveis sobre sua eficacia no controle de fungos em gréos de armazenamento, devido a
grande variacdo de dosagem. Portanto, é importante lembrar que o uso de 6leos essenciais para
o controle de fungos em graos de armazenamento ainda esta em fase experimental e requer mais
pesquisas para determinar sua eficacia e seguranca a longo prazo. E sempre recomendavel
consultar um profissional ou um especialista em agricultura, antes de usar qualquer produto
para controle de doencas em graos de armazenamento.

Desse modo, é necessario a continuidade de pesquisas com 0leos essenciais para avaliar
a sua eficécia no controle do A. flavus em grdos armazenados, bem como para identificar as
doses mais eficazes e as melhores formas de aplicacdo. Além disso, € importante avaliar a
seguranca dos 6leos essenciais para os alimentos e para a salide humana, uma vez que alguns

6leos podem ser tdxicos em altas doses.



13

CAPITULO 1. ASPECTOS GERAIS DA CONTAMINACAO DE GRAOS DE
ARMAZENAMENTO POR Aspergillus flavus E O USO DE OLEOS ESSENCIAIS
PARA O SEU CONTROLE

RESUMO: O género Aspergillus é um grupo de fungos comum em gréos de armazenamento,
podendo produzir metabolitos secundarios tdxicos que contaminam alimentos e ragdes.
Composto por mais de 300 especies, divididas em 19 secdes, algumas sdo benéficas para a
agricultura, biotecnologia, industria alimenticia e saide humana, enquanto outras deterioram
produtos agricolas e produzem micotoxinas prejudiciais, como o A. flavus. A industria utiliza
antifungicos para combater o crescimento do fungo, mas isso levou ao aumento da resisténcia
aos antifangicos e preocupacdes com a seguranca alimentar. O uso de pesticidas quimicos
sintéticos e o alto custo para sua producdo levam a busca de métodos alternativos. Assim, 0
objetivo do presente estudo é elucidar, por meio de uma revisdo de literatura, as principais e
mais atuais abordagens profilaticas, contra A. flavus em grdos armazenados, por meio do uso
de Oleos essenciais. Portanto, os 6leos essenciais se destacam como uma abordagem viavel no
controle de fungos, podendo representar uma importante estratégia para promover a segurancga
alimentar e a saude publica. Ao continuar a explorar suas propriedades antimicrobianas e
aperfeicoar sua aplicacdo, podemos almejar uma solugdo mais sustentavel e eficaz para proteger
nossos alimentos dos desafios causados por microrganismos indesejados.

PALAVRAS-CHAVE: agricultura biodindmica, Aspergilli, atividade antifungica, compostos

naturais, controle bioldgico.

GENERAL ASPECTS OF Aspergillus flavus CONTAMINATION IN STORED
GRAINS AND THE USE OF ESSENTIAL OILS FOR ITS CONTROL

ABSTRACT: The Aspergillus genus is a common group of fungi found in stored grains,
capable of producing toxic secondary metabolites that contaminate food and feed. Comprising
over 300 species, divided into 19 sections, some are beneficial for agriculture, biotechnology,
the food industry, and human health, while others deteriorate agricultural products and produce
harmful mycotoxins, such as A. flavus. The industry uses antifungals to combat fungal growth,
but this has led to an increase in resistance to agricultural pesticides/fungicides and concerns
about food safety. The use of synthetic chemical pesticides and the high cost of their production
have led to the search for alternative methods. Thus, the objective of this study is to elucidate,

through a literature review, the main and most current prophylactic approaches against A. flavus
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in stored grains, using essential oils. Therefore, essential oils stand out as a viable approach to
fungal control, representing an important strategy to promote food safety and public health. By
continuing to explore their antimicrobial properties and refining their application, we can aim
for a more sustainable and effective solution to protect our food from challenges posed by
undesirable microorganisms.

KEYWORDS: biodynamic agriculture, Aspergilli, antifungal activity, natural compounds,

biological control.

1.1 INTRODUGCAO

O armazenamento de grdos e sementes é de extrema importancia e necessidade para
garantir a seguranca alimentar, a preservacao da biodiversidade agricola e o desenvolvimento
sustentavel da agricultura. Os graos e sementes sdao consumidos em todo 0 mundo, pois sdo a
base da dieta humana e animal, constituem a base econémica para 0s paises essencialmente
agricolas. Durante o periodo de armazenamento, 0s graos estdo expostos a ataques por agentes
bioticos, afetando a qualidade e causando prejuizos econémicos (Tang et al., 2018). O dano
causado por microrganismos, especialmente fungos, em produtos armazenados, gera perdas
anuais estimadas entre 50 e 80% (Negasa et al., 2019) da producéo agricola global. Na maioria
dos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento, as perdas variam de 15 a 50% da
producdo total de grdos, enquanto nos paises menos desenvolvidos as perdas sdo bem maiores
(Ribeiro et al., 2018).

Fungos patogénicos sdo responsaveis pelos danos qualitativos e quantitativos em
grandes cultivos, reduzindo a producdo de milho e trigo, por exemplo, em até 20%, em relagéo
ao armazenamento (Bozik et al., 2017). A contaminacgdo fungica, uma das principais razdes
para a reducdo de produtividade no armazenamento, pode aparecer durante a colheita ou na
unidade de armazenamento. O dano qualitativo estd associado a perda de poder germinativo e
vigor das sementes, descoloracdo dos grdos, odor desagradavel e contamina¢do com
micotoxinas. A presenca de micotoxinas representa o principal problema causado por fungos
em cereais armazenados, mesmo em baixas concentracdes, grdos contaminados ndo podem ser
consumidos por humanos e animais. O dano quantitativo esta relacionado a deterioracdo dos
gréos e, consequentemente, a pesos baixos (Venkatesh et al., 2017).

Quanto a contaminacado, aproximadamente 25 a 50% de todos os alimentos produzidos
mundialmente estdo contaminados com alguma classe de micotoxina. Entre os patdégenos

produtores de micotoxinas economicamente significativos estdo espécies do género
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Aspergillus, com destaque para o Aspergillus flavus (Moghadam et al., 2016; Kumar et al.,
2017).

A presenca de fungos e micotoxinas em graos € controlada preventivamente, para evitar
a contaminacéo antes do armazenamento (Garcia-Diaz et al., 2019). Os fungicidas sintéticos,
principalmente os benzimidazoéis, sdo os mais comumente utilizados para este propdsito
(Boukaew et al., 2017). A aplicacdo de fungicidas no campo ocorre logo apds a colheita.
Embora seja possivel aplica-los nas unidades de armazenamento, é importante considerar que
0 uso desses produtos nesse ambiente pode afetar negativamente a qualidade do gréo,
representar riscos para a saude animal e humana, além de favorecer a selecdo de cepas
resistentes aos fungicidas (Anzlovar et al., 2017; Souza et al., 2020).

Produtos ambientalmente sustentaveis tém sido estudados para evitar a contaminagéao
fangica em grdos e sementes, tornando-se mais seguros para produtores e consumidores. Uma
alternativa promissora é o uso de 6leos essenciais (OE) de plantas aromaticas, medicinais e/ou
especiarias, que contém compostos bioativos, como terpenos, com atividade antifingica
(Borges et al., 2018; Garcia-Diaz et al., 2019). A atividade biolégica dos OE é devida a
substancias volateis de baixo peso molecular presentes em varias partes da planta. As principais
vantagens dos OE em relacdo aos fungicidas sintéticos incluem diferentes modos de acéo,
selecdo reduzida de cepas resistentes, biodegradabilidade, menor toxicidade para mamiferos,
menor impacto ambiental e maior aceitacdo social (Perczak et al., 2019; Garcia-Diaz et al.,
2019; Souza et al., 2020; Pizzolitto et al., 2020).

Embora algumas pesquisas tenham sido realizadas sobre o uso de 6leos essenciais para
controlar Aspergillus e o A. flavus, é importante destacar que ainda ha muitas lacunas no
conhecimento sobre o assunto. Por exemplo, a maioria dos estudos se concentra em testes in
vitro, ou seja, em tubos de ensaio, e é necessaria mais pesquisa para avaliar a eficacia dos 6leos
essenciais em ambientes mais complexos, como em alimentos e em animais. Desta forma, o
objetivo do presente estudo é elucidar as principais e mais atuais abordagens profilaticas, contra

A. flavus em gréos de armazenamento, por meio do uso de 6leos essenciais.

1.2 MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma pesquisa qualitativa, de natureza basica e exploratoria, por meio de uma
pesquisa bibliografica. Foram consultadas as bases de dados cientificas relevantes para a
pesquisa na area, como PubMed, Scopus, Web of Science, Agricola, AGRIS, Google
Académico e Periddicos Capes. Foram selecionados os termos de busca apropriados e

relevantes, os quais foram utilizados de maneira isolada ou em combinag&o entre si durante as
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buscas, sendo eles: contaminacdo de gréos, 6leos essenciais, Aspergillus flavus, controle de
Aspergillus flavus, 6leos essenciais antifungicos, armazenamento de grdos, contaminagao por
micotoxinas, patogenos de graos, efeitos dos dleos essenciais em grdos de armazenamento,
controle de fungos em produtos agricolas, e manejo de micotoxinas em graos. A busca foi
realizada nas bases de dados selecionadas, filtrando os resultados por ano, idioma e tipo de
publicacdo, priorizando-se artigos cientificos, em idioma inglés e com no méximo 22 anos de

publicacéo.

1.3 REVISAO DE LITERATURA

1.3.1 Caracteristicas dos Aspergillus e do Aspergillus flavus

O Aspergillus € um fungo onipresente, sendo comum na deterioracdo de gréos e, é
encontrado tanto em gréos, quanto em produtos processados (Candlish et al., 2001). Este género
também é responsavel por produzir metabolitos secundarios toxicos, como aflatoxinas, que
podem contaminar alimentos e racGes infectados (Tian et al., 2023). O género Aspergillus
compreende mais de 300 espécies, divididas em 19 secBes (Samson et al., 2014). Entre elas,
espécies fungicas pertencentes a secao Flavi do Aspergillus sdo importantes para a agricultura,
biotecnologia, industria alimenticia e saide humana (Frisvad et al., 2019). Vérias espécies tém
aplicacdes benéficas em alimentos fermentados, biotecnologia e farmacéutica (Park et al.,
2017).

Em 1729, quando Micheli, um padre-micologista florentino, descreveu pela primeira
vez 0 género Aspergillus, deu-lhe esse nome porque as caracteristicas da estrutura portadora de
esporos do género se assemelhavam a um aspergillum, um dispositivo usado pela Igreja
Catolica para borrifar dgua benta (Klich et al., 2002).

Este género é amplamente distribuido na natureza e é um dos géneros de fungos mais
importantes economicamente (Houbraken; Samson, 2011), tanto no sentido positivo quanto no
negativo. A Aspergilli produz importantes produtos industriais, nomeadamente acido citrico,
amilases, alimentos e bebidas asiaticos; e compostos farmacéuticos como lovastatina,
antibiéticos e agentes antitumorais e antifungicos. Espécies deste género também sdo a
principal causa de perda de produtos agricolas, produzem varias micotoxinas que Sao
prejudiciais a humanos e animais, deterioram quase qualquer tipo de material e séo relatadas
como produtoras de doengas humanas e animais (Klich et al., 2002). O género tem mostrado
uma taxonomia dinamica particular e compreende mais de quatrocentas espécies aceitas
(Houbraken et al., 2020).
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A maioria das espécies do género Aspergillus se reproduz através da producdo de
esporos liberados no ambiente. Algumas delas produzem esporos sexuais, mas a maioria se
reproduz por meio de esporos assexuados conhecidos como conidios (Bennett, 2010; Ebbole,
2010). O esporo assexual é carregado no conidioforo, uma estrutura especializada. Os conidios
tém uma parede celular espessa, tornando-os resistentes as condi¢des ambientais e protegendo
contra o sistema imunoldgico do hospedeiro. Além disso, contém metabdlitos secundarios,
como melanina e micotoxinas, que desempenham papéis importantes na patogénese e
desenvolvimento. A formacédo, maturacdo, dorméncia e germinacéo de esporos assexuados sdo
controlados por fatores de transcricdo e reguladores (Park et al., 2019; Baltussen et al., 2020;
Blachowicz et al., 2020).

Aspergillus flavus € o segundo agente mais comum causando problemas de salde.
Juntamente com A. flavus, outras espécies pertencentes a se¢do Flavi também produzem varias
micotoxinas que tém efeitos prejudiciais em humanos (Frisvad et al., 2019). A. flavus perde
apenas para Aspergillus fumigatus em sua capacidade de causar infeccdo direta e doenca
sistémica em humanos (Perrone et al., 2014).

O A. flavus é uma espécie morfologicamente complexa que é classificada em dois
grupos com base no tamanho de seus esclerddios: as cepas L (Grupo 1) com esclerédios >400
mm de diametro e as cepas S (Grupo Il) com esclerédios <400 mm de didmetro (Horn, 2003).
Ambas as cepas de A. flavus S e L produzem aflatoxinas B1 e B2, mas as cepas de A. flavus S
também podem produzir aflatoxinas G1 e G2. As cepas S estdo distribuidas geograficamente
em todo o mundo. O estagio sexual de A. flavus foi recentemente identificado como
Petromyces, onde as ascésporas foram encontradas para se desenvolver dentro dos esclerddios
(Horn; Moore; Carbone, 2009).

A. flavus é um fungo facultativo que naturalmente existe como saprofito do solo e
contamina Vvarios cultivos importantes tanto nas fases pré quanto pos-colheita. O fungo causa
doencas em culturas agricolas, como semente de algoddo, milho, amendoim e nozes, além de
ser um patdégeno oportunista em animais € humanos que causa doengas de aspergilose
(FOUNTAIN et al., 2014). A. flavus produz a aflatoxina, que é um metabdlito secundario
policetidico carcinogénico e mutagénico. A contaminacdo por aflatoxina representa uma
preocupacdo mundial com a seguranca dos alimentos que afeta tanto a comercializacdo quanto
a seguranca de multiplos cultivos (Amaike; Keller, 2011).

As perdas econdmicas globais devido a sua contaminagdo foram estimadas em centenas
de milhdes de dolares, sendo milho e amendoim séo os cultivos alimentares mais afetados. Por

exemplo, a Food and Drug Administration (FDA) dos EUA estima que a contaminacdo por
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aflatoxina apenas no milho pode causar perdas anuais para a industria alimenticia variando de
52,1 milhGes de dolares a 1,68 bilhdo de dolares. Embora a maioria dos fungos aflatoxigénicos
cresca comumente em climas tropicais e subtropicais, as zonas com risco de contaminacao por
aflatoxina perene expandiram-se devido as mudancas climaticas globais. A. flavus e a
contaminacgdo por aflatoxina séo previstas para representar ameacas graves para muitos paises
e regides no futuro proximo (Baranyi; Kocsubé; Varga, 2015).

Esse microrganismo também coloniza o solo e decompde a vegetacdo, 0 que torna quase
impossivel evitar a exposicao a este fungo em casa, no local de trabalho ou até mesmo durante
hospitalizacGes (Amaike; Keller, 2011). De fato, A. flavus é também isolado comparativamente
com uma frequéncia maior de infec¢es por aspergilose em humanos, especialmente em paises
em desenvolvimento (Bartoletti et al., 2021).

O controle de A. flavus e contaminacdo por aflatoxinas geralmente se concentra na
inibicdo do desenvolvimento de esporos e micélio e/ou na inativacdo de aflatoxinas por sua
transformacdo em compostos ndo toxicos. Esses processos dependem principalmente de
abordagens quimicas e fisicas, incluindo o uso de fungicidas sintéticos, fumigacdo com ozénio,
irradiacdo, processo de cozimento e manipulacdo de fatores ambientais durante a colheita e
armazenamento. A maioria das estratégias atuais € cara, demorada e ineficiente, enquanto
algumas ndo conseguem proteger o alimento sem causar grandes mudangas em suas
propriedades fisicas e uma séria perda de valor nutritivo. A aplicacdo continua de fungicidas
sintéticos ainda é o recurso mais eficaz e amplamente utilizado para controlar A. flavus e

contaminacdo por aflatoxinas (Prakash et al., 2010).

1.3.2 Impactos da contaminacéo do Aspergillus flavus em gréos de armazenamento

A industria de alimentos rastreia continuamente gréos e produtos de grdos armazenados
guanto a presenca desses fungos e combate seu crescimento usando antibioticos sintetizados
quimicamente para controlar a deterioracdo dos alimentos (Moon et al., 2016). A. flavus é um
dos principais fungos virulentos de milho e amendoim durante a colheita, frequentemente
associado a producéo da aflatoxina, o carcindgeno mais potente da natureza, causando grandes
danos as culturas e perda econémica (Amaike; Keller, 2011).

No entanto, 0o uso generalizado desses produtos quimicos levou a um aumento da
resisténcia e isso impacta diretamente a saide humana néo apenas por limitar as opcdes de
tratamento clinico, mas também devido aos antibioticos residuais presentes nos alimentos
(Yang et al., 2020). Por exemplo, as questdes de seguranca alimentar aumentaram devido a

microrganismos patogénicos e deteriorantes nos alimentos (Ju et al., 2020). Portanto, o
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desenvolvimento de novos antimicrobianos eficazes, ndo tdéxicos e inofensivos com
propriedades biodegradaveis é necessario para preservar os alimentos e manter uma alta
qualidade da saude humana (Shan et al., 2007).

O A. flavus é um patdgeno oportunista de culturas agricolas, especialmente culturas que
contém éleo, como milho, amendoim e sementes de algod&o. O fungo pode ser encontrado tanto
no solo, na forma de conidios ou esclerddios, quanto nos tecidos das plantas, onde se apresenta
como micélio. Sua presenca é amplamente distribuida em diversas zonas climaticas, sendo mais
comum entre as latitudes 16° e 35°, em regibes de clima quente, enquanto é menos frequente
acima das latitudes 45° (Klich, 2007). Os esclerddios do fungo séo capazes de sobreviver em
condicBes ambientais severas no solo e podem dar origem a conidios e possivelmente
ascosporos, o que leva a um aumento da populacdo do fungo sob condicbes de clima quente e
seco (Amaike; Keller, 2011).

Os esclerdédios germinam como micélios, que entdo formam conidiéforos. A dispersao
aérea de conidios esta associada a infeccdo de culturas acima do solo, como milho e nozes,
engquanto a movimentacdo do solo e a dispersdo por respingos de chuva podem ser mais
importantes para a infeccdo de sementes de amendoim e algoddo. No caso do milho, o fungo
coloniza o estigma e 0s grdos da planta. Os grdos jovens de milho sdo mais suscetiveis nos
estagios de leite tardio a massa inicial. A incidéncia de colonizacdo é maior na seda de espigas
de milho maduras do que em espigas jovens (Cotty, 2001).

A colonizacdo é aprimorada ndo apenas por ambientes favoraveis (quente e seco), mas
também por danos de insetos e aves, que fornecem locais de entrada para o fungo. Danos de
insetos estdo associados a uma infec¢do aprimorada em todas as culturas. Insetos associados a
infeccdes aprimoradas por Aspergillus incluem a lagarta-do-cartucho-do-milho (Spodoptera
frugiperda), besouros nitidulideos e gorgulho-do-arroz (Sitophilus oryzae) (Amaike; Keller,
2011).

A contaminacdo pos-colheita por aflatoxina de sementes também pode ser um grande
problema devido a procedimentos inadequados de armazenamento, principalmente o excesso
de umidade e atividade de insetos. E principalmente a contaminagio pos-colheita que levou a
surtos de aflatoxicose em varias partes do mundo e alimentos para animais (Amaike; Keller,
2011).
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1.3.3 Oleos essenciais no controle do Aspergillus flavus

Normalmente, patdgenos pds-colheita sdo controlados por uma combinacdo de
tecnologias de armazenamento, métodos fisicos e fungicidas quimicos sintéticos. No entanto,
sdo necessarios métodos alternativos de controle devido as percepg¢des negativas do publico
sobre o uso de pesticidas, desenvolvimento de resisténcia aos fungicidas e alto custo para o
desenvolvimento de novos conservantes quimicos (Dikbas et al., 2008).

O impacto dos antifungicos quimicos na sadde justificou a implementacdo de medidas
de protegdo ao consumidor pelo estabelecimento de padr6es méximos toleraveis em certas
categorias de alimentos. No entanto, a existéncia desses padrGes também tem importantes
repercussdes econémicas. Limitando o comércio de certas areas onde a contaminacdo é
prevalente e reduzindo significativamente o valor econdmico de certa producdo no caso de
contaminacgdo. Portanto, parece imperativo desenvolver meios de controle para prevenir a
contaminacdo de alimentos por esses compostos toxicos e/ou restringir seus efeitos toxicos
(Belasli et al., 2020).

Dentro desse escopo, metodologias baseadas no uso de compostos naturais, geralmente
reconhecidos como ndo prejudiciais ao meio ambiente, bem como a satde humana e animal,
parecem interessantes (Miri et al., 2023). Ha uma crescente preocupacdo em identificar
compostos naturais capazes de limitar o crescimento e a biossintese de micotoxinas. Esses
compostos poderiam ser usados para combater a contaminacéo fangica (Ben Miri et al., 2018).

As plantas desenvolveram varios compostos ativos com atividade bioldgica durante seu
processo evolutivo, incluindo 6leos essenciais (OES), que tém potencial antimicrobiano que
pode afetar o crescimento fungico inibindo seu desenvolvimento (AnZlovar et al., 2017; Souza
et al. 2020). Portanto, os OEs podem ser usados como uma alternativa as moléculas sintéticas
para prevenir a contaminacéo fungica e, consequentemente, a producdo de micotoxinas (Morcia
etal., 2017).

Os OEs séo liquidos aromaticos volateis obtidos a partir de metabdlitos secundarios das
plantas, cuja atividade fungicida pode estar associada aos principais compostos presentes em
sua composicao quimica (Perczak et al., 2019; Souza et al., 2020). Esses compostos apresentam
variabilidade qualitativa e quantitativa dependendo do clima, tipo de solo, parte da planta
utilizada, idade da planta, variabilidade genética, quimiotipo, localizacdo geografica, estresses
abioticos e bioticos, secagem e métodos de extracdo (Alonso-Gato et al., 2021).

A composicdo quimica dos OEs inclui um grande numero de monoterpenos, que s&o

substancias de baixo peso molecular e, consequentemente, altamente volateis (Reyes-Jurado et
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al., 2015). Por essa razdo, eles podem ser aplicados por diferentes métodos, incluindo contato
e volatilizagdo (Bozik et al., 2017; Pedrotti et al., 2019). Como fungicidas fumigantes, a
atividade antifungica dos OEs pode estar relacionada a presenca de monoterpenos na forma de
vapor (Anzlovar et al., 2017; Moghadam et al., 2016).

O método de contato é mais eficaz do que o método de volatilizacdo na inibicdo de
patdgenos, indicando que a atividade antifungica do OEs ndo esta apenas associada a compostos
volateis (Zimmermann et al., 2023). Além do método de aplicacao, outro fator a ser considerado
¢ a variabilidade da composi¢do quimica dos OEs e das concentragdes utilizadas (Reyes-Jurado
et al., 2015). A atividade antifungica esteja principalmente relacionada & concentracdo do OE,
as espécies e cepas testadas, bem como a composicdo quimica dos OEs, também influenciam a
eficacia (Kumar et al., 2017).

Os OEs possuem diferentes mecanismos que atuam simultaneamente, pois consistem
em varios compostos quimicos, 0 que representa sua principal vantagem em relacdo aos
fungicidas sintéeticos (Tang et al., 2018; Pedrotti et al., 2019). Os OEs afetam a atividade
enzimatica dos fungos, impedindo seu crescimento, enquanto concentracGes mais elevadas
causam desnaturacdo de proteinas e, consequentemente, levam a morte do patégeno (Rahman;
Sarker, 2020).

O uso combinado dessas substancias é uma estratégia de controle potencial, pois visa
reduzir o risco de surgimento de cepas resistentes ou casos de resisténcia cruzada. Os OEs tém
um grande ndmero de mecanismos de acdo, incluindo mudancas na permeabilidade da
membrana celular; mudancas morfoldgicas em conidioforos e hifas, como perda de
pigmentacdo e desenvolvimento anormal de conidiéforos; mudancas nos sinais responsaveis
pela transi¢do da fase vegetativa para a fase reprodutiva ; mudancas nas propriedades fisico-
quimicas; efeitos na morfogénese devido a interferéncia com as enzimas responsaveis pela
sintese da parede celular (Bomfim et al., 2020; Souza et al., 2020).

Os compostos naturais derivados de plantas ou OEs mais amplamente estudados contra
A. flavus e a contaminagdo por aflatoxina em materiais alimentares séo isolados de plantas como
cravo (Syzygium aromaticum L.), canela (Cinnamomum zeglanicum, C. verum), orégano
(Origanum vulgare L.) e tomilho (Thymus vulgarisL.). Essas plantas e seus OEs ou extratos
tém sido usados na preparacdo de alimentos ha séculos e séo categorizados como “geralmente
reconhecidos como seguros” (GRAS) pela FDA dos EUA. Além disso, muitos deles possuem
efeitos benéficos no corpo humano, o que os torna fontes ideais de agentes seguros, naturais,

antifangicos e antiaflatoxigénicos (Tian et al., 2022).



22

Os OEs de Cymbopogon nardus e Melaleuca alternifolia foram eficientes in vitro contra
A. niger, A. nomius, A. flavuse F. graminearum, pois afetaram o crescimento micelial e a
esporulacdo. Devido a sua atividade antifingica, os OEs representam uma alternativa potencial
e sustentdvel aos fungicidas sintéticos para protecdo de grdos e sementes armazenados
(Zimmermann et al., 2023).

Os agentes antiflngicos extraidos de diferentes plantas sdo altamente diversos. A
maioria dos compostos naturais derivados de plantas que exibem atividade antifingica sdo
fenais, terpenos e terpenoides. A atividade antimicrobiana dos fenois estd intimamente ligada
ao seu grupo hidroxila, que é ligado diretamente a um anel de benzeno. A presenca de um grupo
hidroxila livre permite que os fendis troquem seu préton, promovendo assim sua capacidade de
modificar a integridade da membrana celular de microrganismos (Ben Arfa et al., 2006; Ojeda-
Amador; Fregapane; Salvador, 2020).

Enquanto isso, a posicéo relativa do grupo hidroxila no anel de benzeno pode afetar
potencialmente a eficacia antimicrobiana. Tian et al. (2023) investigaram as relac6es estrutura-
atividade de flavonoides derivados de plantas contra o crescimento de A. flavus e biossintese
de aflatoxina. Flavonoides representam o maior grupo de compostos fendlicos naturalmente
ocorrentes. Os mesmos autores identificaram que os grupos [-OH] ou [-O—CH3] na posicao 6
do anel A e na posi¢do 4 do anel B estdo intimamente associados as atividades antifingicas e
antiaflatoxigénicas de flavonoides naturais.

Em relacdo aos terpenos, a conexdo entre sua estrutura e grupos funcionais e suas
atividades antimicrobianas permanece obscura. Anteriormente, o nimero de liga¢Ges duplas e
estruturas aciclicas, monociclicas e biciclicas nos terpenos tem sido demonstrado como
limitador de suas atividades antimicrobianas (Rao; Chen; Mcclements, 2019). Sugere-se que 0s
terpenoides possuam atividades antimicrobianas maiores do que a maioria dos terpenos, e essas
atividades sdo principalmente determinadas por seus grupos funcionais, como alcoois e
aldeidos. Além disso, sua capacidade de ligacdo de hidrogénio e solubilidade relativa podem
potencialmente afetar suas atividades antimicrobianas (Dorman; Deans, 2000).

A eficiéncia de compostos naturais derivados de plantas contra o crescimento flngico e
a producdo de micotoxinas é afetada por fatores ambientais, incluindo luz, oxigénio, pH,
temperatura e atividade da agua. A exposicdo a luz e altas quantidades de oxigénio na
embalagem geralmente diminuem a eficiéncia antimicrobiana dos compostos naturais
derivados de plantas, provavelmente devido a oxidagdo (Burt, 2004).

Os efeitos antimicrobianos de compostos naturais derivados de plantas tendem a

aumentar a medida que os niveis de pH ambiental diminuem. A hidrofobicidade dos compostos



23

naturais derivados de plantas foi relatada como aumentando em niveis baixos de pH, uma vez
que eles se dissolvem mais facilmente nos lipidios das membranas celulares microbianas. A
temperatura € um fator chave no crescimento e producdo de micotoxinas de A. flavus. A
susceptibilidade dos microrganismos aos compostos naturais derivados de plantas geralmente
aumenta & medida que as temperaturas de armazenamento diminuem. Enquanto isso, a
capacidade antifungica dos compostos naturais derivados de plantas € geralmente estavel contra
alteracdes de temperatura (Burt, 2004).

Além disso, as eficiéncias dos Oleos essenciais no controle de fungos dependem
intimamente da atividade de agua do substrato. Geralmente, & medida que a atividade de agua
diminui, o crescimento fungico € desfavorecido e a atividade antifungica dos 6leos essenciais
é promovida. Os efeitos antiaflatoxigénicos dos 6leos essenciais aumentam em atividades de
agua relativamente baixas (Passone; Girardi; Etcheverry, 2013).

As interagOes entre compostos naturais de origem vegetal individuais podem causar
efeitos sinérgicos ou antagdnicos. Por exemplo, diversos estudos relatam que uma mistura dos
principais componentes de um 0leo essencial exibe atividade antibacteriana mais fraca do que
0 Oleo essencial completo, muito provavelmente devido a falta dos componentes restantes
(Sarrazin et al., 2012).

Atualmente, a maioria dos estudos sobre os efeitos antifungicos sinérgicos de compostos
naturais de origem vegetal tém se concentrado nas interac6es de fendis, terpenos e terpenoides.
Os efeitos antifungicos sinérgicos de diferentes 6leos essenciais foram ainda relatados. Por
exemplo, uma combinacdo de 0Oleos essenciais de orégano e tomilho resultou em um efeito
antifungico sinérgico contra uma variedade de patégenos alimentares, incluindo A. flavus, A.
parasiticus e P. chrysogenum. Além disso, misturas de 6leos essenciais de Mentha crispata e
melaleuca exibiram efeitos sinérgicos contra A. niger (Hossain et al., 2016). No entanto,
continua sendo extremamente dificil prever a eficacia antimicrobiana de misturas de 6leos
essenciais, ja que cada 6leo essencial ¢ uma mistura complexa de diferentes compostos
quimicos, e as interacbes entre os componentes individuais podem produzir tanto efeitos
antimicrobianos sinérgicos quanto antagdnicos (Gofi et al., 2009).

Os efeitos antifungicos sinérgicos de compostos naturais derivados de plantas com
fungicidas e medicamentos antifungicos também foram relatados. Compostos naturais
derivados de plantas sdo sugeridos para promover a atividade antifungica de fungicidas e
medicamentos, aumentando a biodisponibilidade dos medicamentos coadministrados em
células fangicas através da inibicdo de enzimas metabolizadoras e transportadores de multiplas

drogas ou de efluxo (Belofsky et al., 2013).
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Compostos naturais derivados de plantas sdo capazes de aumentar a eficiéncia
antifungica, enquanto reduzem as quantidades necessarias para a inibicdo efetiva de
contaminac0es e infeccdes fungicas, e, portanto, podem reduzir os potenciais efeitos toxicos.
Portanto, compostos naturais derivados de plantas representam uma boa fonte de agentes
combinados para tratamentos ou terapias antifungicas. Estudos adicionais sobre os efeitos
sinérgicos in vivo e in situ de compostos naturais derivados de plantas com fungicidas e

medicamentos antifungicos sdo de grande significado (Tian et al., 2022).

1.4. CONSIDERACOES FINAIS

A contaminacdo dos grdos de armazenamento por fungos do género Aspergillus é um
problema determinante, enfrentado por muitos produtores rurais e empresas agricolas, afetando
principalmente grdos como milho, amendoim, trigo, arroz, cevada e sorgo. Os fungos podem
se desenvolver nos grdos armazenados, causando uma série de problemas que véo desde a perda
de qualidade do produto até a sua total inutilizacao.

O Aspergillus € um fungo que pode produzir toxinas perigosas chamadas aflatoxinas,
que sdo prejudiciais a saude humana e animal. Os esporos de Aspergillus estdo presentes no
ambiente em que o0s grdos sdo armazenados e podem se multiplicar rapidamente em condicoes
favoraveis, como umidade e temperatura elevada. Além disso, os danos fisicos aos gréos, como
rachaduras, podem criar um ambiente ideal para a multiplicagdo do Aspergillus. A
contaminacdo dos grdos por Aspergillus pode levar a grandes prejuizos econdémicos, uma vez
gue os graos contaminados precisam ser descartados e ndo podem ser vendidos ou utilizados na
alimentacdo humana ou animal. Além disso, a ingestdo de alimentos contaminados por
aflatoxinas pode causar sérios danos a saude, incluindo cancer de figado, danos ao sistema
nervoso e problemas gastrointestinais.

Uma possibilidade para o controle desse fungo, em gréo de armazenamento, sdo os 6leos
essenciais. Os Oleos essenciais sdo compostos volateis extraidos de plantas que possuem
propriedades antifingicas e podem ser utilizados como alternativa para controlar a
contaminacgéo de gréos de armazenamento por Aspergillus. Diversos estudos tém investigado o
potencial de 6leos essenciais no controle de Aspergillus em grdos de armazenamento.

No entanto, € importante ressaltar que a eficacia dos Oleos essenciais pode variar
dependendo do tipo de gréo, da especie de Aspergillus e das condi¢des de armazenamento. Em
resumo, o uso de 6leos essenciais pode representar uma alternativa promissora para o controle
da contaminagdo por Aspergillus em grédos de armazenamento, porém, mais pesquisas Sao

necessarias para determinar a eficacia e seguranca desses compostos.
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CAPITULO 2. ACAO ANTIFUNGICA IN VITRO DE OLEOS ESSENCIAIS NO
CONTROLE DO Aspergillus flavus

RESUMO: Observou-se um aumento no interesse pelos compostos organicos volateis
produzidos por plantas, que inibem o crescimento fingico em produtos agricolas. Esses
compostos naturais, pouco toxicos e altamente aplicaveis, incluindo alguns 6leos essenciais,
mostraram capacidade de combater a aflatoxina produzida por Aspergillus. Este estudo avaliou
o0 potencial dos 6leos essenciais para controlar o fungo A. flavus, visando op¢des antifingicas
na agricultura. Para tanto, utilizou-se os 06leos essenciais de Mentha crispata, Pogostemon
cablin, Canangium odoratum, Santalum album e Copaifera langsdorffi, em cinco
concentragdes (0, 5, 10, 20 e 40 pL.L™). O 6leo de Pogostemon cablin apresentou o melhor
desempenho em todas as dosagens. Os demais 6leos apresentaram ac¢do inibitdria significativa
a partir da dosagem de 20 pL.L . Desta maneira, conclui-se que o 6leo essencial de Pogostemon
cablin possui acdo inibitdria in vitro sobre o A. flavus, devendo ser direcionado para acGes e
pesquisas a campo ou in Vivo.

PALAVRA-CHAVE: Acdo inibitoria; Antimicrobiano; Aspergilli; Oleos volateis; Oleos
vegetais.

IN VITRO ANTIFUNGAL ACTION OF ESSENTIAL OILS IN THE CONTROL OF

Aspergillus flavus

ABSTRACT: An increase in interest in volatile organic compounds produced by plants, which
inhibit fungal growth in agricultural products, has been observed. These natural compounds,
which are low in toxicity and highly applicable, including some essential oils, have shown the
ability to combat aflatoxin produced by Aspergillus. This study evaluated the potential of
essential oils in controlling the A. flavus fungus, aiming for antifungal options in agriculture.
To do so, a research with a completely randomized experimental design was developed in a 5
x 5 factorial scheme (essential oils Mentha crispata, Pogostemon cablin, Canangium odoratum,
Santalum album, and Copaifera langsdorffii) at five concentrations (0, 5, 10, 20, and 40 pL.L-
1). The Pogostemon cablin oil showed the best performance at all dosages. The other oils
exhibited significant inhibitory action from a dosage of 20 pL.L-1. It can be concluded that the
essential oil of Pogostemon cablin showed promising in vitro inhibitory action against A.
flavus, and further research should be directed toward field or in vivo applications.

KEYWORDS: Inhibitory action; Antimicrobial; Aspergilli; Volatile oils; Vegetable oils.

2.1 INTRODUCAO

Algumas espécies de fungos sdo prejudiciais ao ser humano, causando doengas, pois
podem contaminar e eventualmente deteriorar alimentos armazenados. Quando o ser humano
primitivo comegou a cultivar plantagbes e armazenar alimentos, os fungos deteriorantes
comecaram a ser observados. Os fungos envolvidos na deterioracéo de graos de cereais e outros
produtos agricolas séo classificados como fungos de campo, fungos de armazenamento e fungos

de decomposicdo avancada, dependendo do momento da contaminacdo. Os fungos de
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armazenamento se desenvolvem posteriormente a colheita, transporte ou processamento
(Aminu; Keta, 2021).

O desenvolvimento desses fungos pode ser afetado pelo teor de umidade do produto,
temperatura, tempo de armazenamento, transporte e grau de contaminagdo fungica antes do
armazenamento, o que pode ser ampliado pela atividade de insetos, que favorecem a
disseminacdo dos fungos (Keta et al., 2019). Os géneros de fungos encontrados em graos
armazenados sao Aspergillus, Penicillium, Fusarium e algumas espécies xerofiticas, varias das
quais podem produzir toxinas (Castellari et al., 2010).

Os fungos do genéro Aspergillus produzem metabdlitos secundarios, chamados
aflatoxinas, que sdo responsaveis por causar uma variedade de efeitos tdxicos, incluindo
hepatotoxicidade, teratogenicidade e mutagenicidade, causando sérios problemas de salde
como hepatite, hemorragias, cancer do trato urinario, danos renais, cancer de figado, cancer
esoféagico, imunossupresséo, dentre outros, em animais e no ser humano (Adeyeye, 2016).

As espécies de Aspergillus foram relatadas como os fungos mais comuns causando
contaminacdo de produtos alimentares armazenados, como milho, amendoim, arroz e
especiarias (Kro; Das; Tayung, 2017). Seus efeitos sobre os grdos incluem podrid&o,
descoloracdo do grdo, mofo, perda de matéria seca, diminui¢cdo da germinacdo, presenca de
micotoxinas, contribuindo para uma perda de mais de 50% de grdos de milho em paises
tropicais (Suleiman; Rosentrater; Bern, 2013).

Os 6leos essenciais de plantas aromaticas ganharam consideravel interesse, pois contém
compostos com propriedades antimicrobianas capazes de inibir e controlar o crescimento de
patdgenos fungicos e bolores produtores de toxinas (Pandey et al., 2017).

Alguns OGleos essenciais extraidos de plantas ja foram identificados impedindo o
crescimento e a acdo da aflatoxina produzida por espécies de Aspergillus (Ramsdam et al.,
2021). Desta forma, devido a necessidade de novas opcdes antifungicas na agricultura, o
presente estudo objetivou avaliar o potencial antifungico de 6leos essenciais no controle do A.

flavus.
2.2 MATERIAL E METODOS
O presente estudo foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia do Centro

Universitario de Mineiros, na cidade de Mineiros, no Estado de Goias, em 2022.

2.2.1 Obtencéo do patdgeno
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O patdgeno (Aspergillus flavus) foi obtido diretamente de laboratdrio especializado, que
desenvolve culturas puras do microrganismo. As colbnias puras foram mantidas em meio de
cultura do tipo Agar Batata Dextrose (BDA) sendo acondicionados em placas de petri que
permaneceram em ambiente climatizado sob temperatura e fotoperiodo controlados. Essas

coldnias foram usadas para os testes com os 6leos essenciais.

2.2.2 Obtencao dos 6leos essenciais

Os oleos essenciais foram adquiridos diretamente de casas especializadas, sendo
diluidos em &gua deionizada na concentracdo de 30%. A diluicdo do 6leo em &gua foi feita
adicionando-se uma gota de twim 80% a solugdo. Para este estudo foram usados os 6leos
essenciais de Mentha crispata, Pogostemon cablin, Canangium odoratum, Santalum album e

Copaifera langsdorffii.

2.2.3 Delineamento experimental e avaliacGes

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 5 x 5
(6leos essenciais de Mentha crispata, Pogostemon cablin, Canangium odoratum, Santalum
album e Copaifera langsdorffii) em cinco concentragdes (0, 5, 10, 20 e 40 pL.L). A acdo
antifungica dos 6leos essenciais foi determinada inoculando-se o fungo proveniente das culturas
puras ao meio BDA acrescido das substancias nas diferentes concentra¢des. Essas substancias
foram adicionadas ao meio de cultura ainda fundente.

A acdo fungicida dos Oleos essenciais foi determinada a partir do crescimento das
colonias, sendo este crescimento determinado através da média de duas medidas
diametralmente opostas. Esses dados foram obtidos com o auxilio de um paquimetro, em que
as avaliacdes foram realizadas a cada 24 horas até a col6nia fungica do grupo controle cobrir
toda a placa. Com a média dos resultados obtidos foi determinado o indice da velocidade de
crescimento micelial (IVCM) (OLIVEIRA, 1991).

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F e nos resultados
significativos as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo
usado o programa estatistico SISVAR versdo 5.0 (FERREIRA, 2019). Além disso, regressao

do tipo quadratica.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os 0leos essenciais apresentaram atividade antifungica in vitro sobre o fungo A. flavus,
ap6s 120 horas da repicagem. Para a menor dose testada, que corresponde a 5 puL.L?, o 6leo de
Pogostemon cablin apresentou eficiéncia diferindo dos demais tratamentos. Essa mesma
eficiéncia foi mantida na dose de 10 pL.L™?, onde P. cablin juntamente com o 6leo de
Canangium odoratum apresentaram os melhores resultados inibitorios, seguido por Santalum
album e Mentha crispata. Nesta dose o 6leo de Copaifera langsdorffii apresentou a menor
eficiéncia dentre todos os 6leos testados. Para as doses subsequentes, que correspondem a 20 e

40 pL.L, ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Crescimento micelial (mm) in vitro de Aspergillus flavus apés 120 horas de
incubacdo em meio de cultura acrescido de diferentes 6leos essenciais. Mineiros/GO, 2023.

Crescimento micelial (mm)

Esgelreu(:)isais Concentragdes (uL.L™?)
0 5 10 20 40
Santalum album 45,0a 41,2b 36,2b 29,8a 26,42
Canangium odoratum 45,0a 38,0b 33,6a 29,8a 27,0a
Pogostemon cablin 45,0a 33,0a 31,6a 31,0a 26,42
Copaifera langsdorffii 45,0a 40,6b 39,8c 33,4a 25,42
Mentha crispata 45,0a 39,2b 35,8b 31,2a 27,42

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na mesma coluna nédo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade.

Luchesi et al. (2022) sugerem que o 6leo de Pogostemon cablin possui compostos que
sdo altamente eficazes na inibicdo do crescimento fingico mesmo em concentracdes mais
baixas.

Com relacdo ao efeito inibitério do 6leo de Canangium odoratum, o mesmo foi
verificado a partir da dose de 10 pL.L™. Neste sentido, Jantapan et al. (2017) analisaram as
atividades antiaflatoxigénicas e antifingicas deste mesmo 6leo contra o A. parasiticus e A.
flavus, em condicdes semelhantes as realizadas neste trabalho (agar batata dextrose), obtendo
resultados satisfatorios, com a inibigdo de crescimento e producdo de aflatoxina B1 de A.
parasiticus e apresentou também efeitos inibitorios em A. flavus. As atividades
antiaflatoxigénicas do oleo essencial correlacionaram-se com suas atividades antifungicas de
forma dependente da dose.

Quando analisado o efeito da dose para cada substancia separadamente, observa-se uma
relacdo direta entre 0 aumento da dose e a reducao do crescimento micelial fungico para todas
as substancias testadas, sugerindo que todos os 6leos possuem agao inibitdria sobre o fungo.

Neste periodo de avaliagcdo, Pogostemon cablin apresentou 0 menor R?, que é explicado pela
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elevada eficiéncia inibitdria desde a menor dose usada, que corresponde a 5 pL.L™. Para os
demais Oleos a relacéo foi altamente significativa, chegando a valores de R2 acima de 90 para

0s Oleos de Copaifera angsdorffii, Mentha crispata, Santalum album e (Figuras 1 a 5).
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Figura 1. Andlise de regressao para a inibicdo do crescimento micelial do fungo Aspergillus
flavus ap6s 120 horas da repicagem em meio de cultura BDA acrescido de diferentes doses do

o6leo essencial de Pogostemon cablin.
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Figura 2. Anélise de regressdo para a inibicdo do crescimento micelial do fungo Aspergillus
flavus apds 120 horas da repicagem em meio de cultura BDA acrescido de diferentes doses do
0leo essencial de Copaifera langsdorffii.
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Figura 3. Andlise de regressao para a inibicdo do crescimento micelial do fungo Aspergillus
flavus apds 120 horas da repicagem em meio de cultura BDA acrescido de diferentes doses do
6leo essencial de Mentha crispata.

y = 0,0146x2 - 1,0613x + 45,434
R2 = 0,9968
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Figura 4. Andlise de regressao para a inibicdo do crescimento micelial do fungo Aspergillus
flavus apds 120 horas da repicagem em meio de cultura BDA acrescido de diferentes doses do
6leo essencial de Santalum album.
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Figura 5. Andlise de regressao para a inibi¢do do crescimento micelial do fungo Aspergillus
flavus apds 120 horas da repicagem em meio de cultura BDA acrescido de diferentes doses do
6leo essencial de Canangium odoratum.

A acdo inibitéria dos Oleos essenciais sobre o crescimento micelial fangico esta
relacionada a capacidade desses compostos de interagir com as células fungicas e modificar
seus processos metabdlicos, resultando na reducdo do crescimento e proliferagdo do fungo.
Quando a dose do Oleo essencial é aumentada, a concentracdo desses compostos também
aumenta, o que intensifica sua interacdo com as células fungicas. Portanto, é esperado que um
aumento da dose dos Oleos essenciais leve a uma maior inibicdo do crescimento micelial
fangico (Mani-Lépez; Cortés-Zavaleta; Lopez-Malo, 2021).

No caso especifico do 6leo de Pogostemon cablin, apesar de apresentar uma relacdo
dose-resposta menos linear em compara¢do com 0s outros 6leos, ainda demonstrou uma alta
eficiéncia inibitéria desde a menor dose utilizada. 1sso pode ser atribuido a presenca de
compostos especificos no éleo de Pogostemon cablin que possuem propriedades antiflngicas
(Luchesi et al., 2022).

Possivelmente, a maior capacidade inibitéria do Pogostemon cablin se deve a presenca
do pachypodol em sua composicao. Esse é um composto flavonoide natural, que foi identificado
em varias espécies de plantas, sendo a mais importante o Pogostemon cablin. Também foi
relatado como tendo efeitos terapéuticos potenciais em certas doencas; juntamente com outros
componentes quimicos significativos, também contribui para a atividade bioldgica do
Pogostemon cablin (Fatima et al., 2023).

Para a avaliacdo realizada 144 horas apds a repicagem, o tratamento com o Oleo

essencial de Pogostemon cablin apresentou o menor crescimento micelial, sendo a maior
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eficiéncia inibitéria para as concentragdes de 5 e 10pL.L™. Este diferiu dos demais 6leos.
Novamente, para as concentracdes de 20 e 40 pL.L™, nenhum 6leo essencial diferiu dos demais
(Tabela 2).

Tabela 2. Crescimento micelial (mm) in vitro de Aspergillus flavus apds 144 horas de
incubacdo me meio de cultura acrescido de diferentes 6leos essenciais. Mineiros/GO, 2023.

Crescimento micelial (mm)

Es(s)elrigisais Concentracdes (uL.L™)
0 5 10 20 40
Santalum album 56,0a 49,4b 44,6a 36,0a 31,48
Canangium odoratum 56,0a 46,8a 42,2b 36,0a 31,82
Pogostemon cablin 56,0a 39,6¢ 36,8c 36,2a 31,22
Copaifera langsdorffii 56,0a 51,6b 46,6a 38,8a 30,22
Mentha crispata 56,0a 46,8a 42,6b 37,4a 32,42

Médias seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Um estudo recente analisou a atividade antifungica de 60 6leos essenciais contra trés
espécies de fungos causadores de doengas: Aspergillus niger, Cryptococcus neoformans e
Candida albicans. Descobriu-se que o 6leo de Pogostemon cablin tinha notavel atividade
antifangica contra C. neoformans. A atividade antifingica também foi observada para A. niger.
A eficacia do 6leo da arvore do cha destaca sua capacidade de eliminar uma variedade de
leveduras e fungos (Pareek et al., 2023).

Quando avaliado o efeito da dose para cada substancia testada, observa-se que todos 0s
oOleos testados apresentaram efeito inibitério sobre o fungo, havendo uma relacéo diretamente
proporcional entre 0 aumento da dose e a reducdo do crescimento micelial fangico. Assim como
na avaliagdo anterior, Pogostemon cablin apresentou o0 menor valor de R?, por apresentar o
maior efeito inibitério a partir da menor dose testada (Figura 6). Os demais Oleos usados
apresentaram uma relacdo altamente significativa, tendo valores de R2? acima de 80%, sendo
para Copaifera langsdorffii e Santalum album (99%) (Figuras 7 e 8), seguido por Canangium
odoratum (98%) (Figura 9) e Mentha crispata (97%) (Figura 10).

No caso especifico do oleo de Copaifera langsdorffii, sua baixa relacdo entre dose e
efeito inibitorio pode ser devido a composicdo especifica de seus compostos, que podem néo
ser tdo eficazes na inibicdo do crescimento flngico ou podem exigir concentracdes mais altas
para demonstrar seu efeito inibitério completo. Tais dados, corroboram com o estudo
desenvolvido por Ndbrega et al. (2019), em que o 6leo de Copaifera langsdorffii apresentou
inibicdo moderada, com percentuais médios variando de 26,6 a 33,68% para Alternaria

alternata e 39,5 a 49,6% para Colletotrichum musae. Inclusive, as doses testadas no
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experimento desses autores apresentaram valores de inibicdo menores que os causados pelos

fungicidas comerciais.
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Figura 06. Analise de regressdo para a inibicdo do crescimento micelial do fungo Aspergillus
flavus apds 144 horas da repicagem em meio de cultura BDA acrescido de diferentes doses do
6leo essencial de Pogostemon cablin.
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Figura 07. Analise de regressdo para a inibicdo do crescimento micelial do fungo
Aspergillusflavus apds 144 horas da repicagem em meio de cultura BDA acrescido de diferentes
doses do 6leo essencial de Copaifera langsdorffii.
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Figura 08. Analise de regressdo para a inibicdo do crescimento micelial do fungo Aspergillus
flavus apds 144 horas da repicagem em meio de cultura BDA acrescido de diferentes doses do
6leo essencial de Santalum album.
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Figura 09. Andlise de regressdo para a inibicdo do crescimento micelial do fungo Aspergillus
flavus apds 144 horas da repicagem em meio de cultura BDA acrescido de diferentes doses do
6leo essencial de Canangium odoratum.
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Figura 10. Analise de regressao para a inibi¢do do crescimento micelial do fungo Aspergillus
flavus ap6s 144 horas da repicagem em meio de cultura BDA acrescido de diferentes doses do
o6leo essencial de Mentha crispata.

Para a avaliacdo realizada ap6s 168 horas da repicagem os resultados se assemelham
muito a avaliacdo anterior, uma vez que Pogostemon cablina presentou o melhor desempenho
inibitorio nas concentragdes de 5 e 10uL.L™. E todos os 6leos ndo diferiram entre si para as
concentragdes de 20 e 40 pL.L™ (Tabela 3).

Tabela 3. Crescimento micelial (mm) in vitro de Aspergillus flavus apds 168 horas de
incubacdo me meio de cultura acrescido de diferentes 6leos essenciais. Mineiros/GO, 2023.

Crescimento micelial (mm) (média)

Esgefr?gisais Concentracdes (uUL.L™)
0 5 10 20 40
Santalum album 67,0a 59,4b 55,0c 42, 4a 37,6a
Canangium odoratum 67,0a 55,6b 48,4b 41,8a 37,2a
Pogostemon cablin 67,0a 44 6a 42,2a 41,8a 36,4a
Copaifera langsdorffii 67,0a 57,6b 53,4c 44 2a 34,0a
Mentha crispata 67,0a 56,0b 49,2b 43,8a 38,2a

Para cada variavel, médias seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Bahrie Dagang (2022) pesquisaram agentes a partir de quatro diferentes 6leos essenciais
observando seus efeitos antifungicos em duas espécies diferentes de Aspergillus. Os autores
constataram, em seus estudos, que o Pogostemon cablin apresentou a melhor atividade
fungicida, com a inibi¢do de ambos os fungos observada em 400 mg/ml. Os 6leos essenciais de
Pogostemon cablin apresentou 96,70% de efeito inibitorio sobre o A. niger e 98,55% sobre o
A.fumigatus. A pesquisa de Keerthiraj et al. (2022) mostrou excelente inibigdo micelial fungica,
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também do Pogostemon cablin, contra cepas virulentas de A. flavus e A. fumigatus,
respectivamente.

Quando avaliado o efeito inibitério da dose para cada substancia testada, observa-se
assim como na avaliacdo realizada apds 168 horas da repicagem que Pogostemon cablin, por
apresentar a maior eficiéncia inibitoria desde a menor dose testada, apresentou um R?
relativamente baixo (Figura 11). Para os demais Oleos essenciais testados, os indices de R2
foram acima de 85%, mostrando que ha uma relagéo direta entre 0 aumento da dose e a taxa de

inibicdo do crescimento micelial fangico (Figuras 12 a 15).
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Figura 11. Analise de regressao para a inibi¢do do crescimento micelial do fungo Aspergillus
flavus ap6s 168 horas da repicagem em meio de cultura BDA acrescido de diferentes doses do
o6leo essencial de Pogostemon cablin.

O dleo essencial de Pogostemon cablin apresentou excelente atividade antifingica
contra cepas clinicas de Candida parapsilosis e C. albicans, com Concentracdo Inibitdria
Minima e Concentragao Fungicida Minima entre 4 e 16 pg/mL. O mecanismo de a¢do envolveu
auséncia de efeito na parede celular e na membrana plasmética (Cunha et al.,2023). Junren et
al. (2021) relacionam o sucesso das agdes do Pogostemon cablin com Vvarios compostos
bioativos encontrados nessa planta, incluindo terpenoides, fitoesterdis, flavonoides, ligninas,
glicosideos, alcoois, pironas ¢ aldeidos. Entre os inimeros compostos, o alcool de Patchouli, -
patchoulene, patchouleneepoxide, pogostone e pachypodol sdo de grande importancia.

Para os demais 6leos testados, assim como o de Pogostemon cablin, como observados

nas avaliacGes de 120 e 144 horas apés a repicagem, com a avaliacdo de 168 horas, ndo foi
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diferente, a eficiéncia dos Oleos utilizados na efetiva inibicdo do crescimento micelial, é

nitidamente observado com o aumento das doses empregadas.

~
o

y =0,0161x2 - 1,4407x + 66,012
R? =0,9938

o O

o

Crescimento micelial (mm)
N w S ol D
o o

[ay
o

o

0 5 10 15 20 25 30 35 40
pL.L-1

Figura 12. Analise de regressdo para a inibi¢do do crescimento micelial do fungo Aspergillus

flavus ap6s 168 horas da repicagem em meio de cultura BDA acrescido de diferentes doses do
o0leo essencial de Copaifera langsdorffii.
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Figura 13. Analise de regresséo para a inibigdo do crescimento micelial do fungo Aspergillus
flavus apds 168 horas da repicagem em meio de cultura BDA acrescido de diferentes doses do
0leo essencial de Mentha crispata.
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Figura 14. Andlise de regressdo para a inibicdo do crescimento micelial do fungo Aspergillus

flavus apds 168 horas da repicagem em meio de cultura BDA acrescido de diferentes doses do
6leo essencial de Santalum album.
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Figura 15. Andlise de regressdo para a inibicdo do crescimento micelial do fungo Aspergillus
flavus apds 168 horas da repicagem em meio de cultura BDA acrescido de diferentes doses do
6leo essencial de Canangium odoratum.

O fato dos demais 0leos essenciais terem apresentado agdo antifungica, pode contribuir
para estudos futuros que analisem a combinagéo entre eles e o préprio Pogostemon cablin, na
busca por melhores resultados. Neste sentido, Aisyah, Yunita e Amanda (2021) confirmaram
que a combinacdo das misturas de 6leo de Pogostemon cablin com o éleo de outras plantas,
como citronela e noz-moscada, pode aumentar a capacidade inibitdria do 6leo de Pogostemon
cablin. Nesse estudo, os autores observaram o aumento do potencial antimicrobiano contra o

crescimento de Candida albicans, Aspergillus niger e Staphylococcus aureus.



44

A melhor resposta do 6leo essencial observada no presente estudo concorda com as
pesquisas de Plesken et al (2015) que testaram diversos tipos de déleos essenciais quanto a
atividade antifngica contra 22 fungos, incluindo 3 leveduras e 19 filamentosos, pelo método
de difusdo em disco. O 6leo de Pogostemon cablin inibiu o crescimento de 20 fungos.

No comparativo dos 6leos em cada dose, observou-se maior eficiéncia do Pogostemon
cablin em comparacdo aos demais, contudo todos os 6leos apresentaram eficiéncia de inibigdo

conforme o aumento das doses.

2.4 CONCLUSOES
Os oleos essenciais de Canangium odoratum, Santalum album, Copaifera langsdorffii,
Mentha crispata e Pogostemon cablin possuem acdo inibitoria sobre o crescimento micelial do

fungo Aspergillus flavus, sendo P. cablin o éleo de maior eficiéncia dentre os 0leos testados.
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